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p-gal + MALP < Vergleich 



(57) Abstract: Disclosed is the use of lipopeptides and 
lipoproteins as mucosal adjuvants for various vaccinations 
via mucous membranes, particularly intranasally. Said 
lipopeptides represent peptides or proteins substituted 
with 2.3-diacyloxy(2J?)-prDpyl at the amino-terminal 
cystein of a peptide or protein, preferably S-(2,3-bis- 
palmitoyloxy-(2i?)-pit)pyI)cysteinyl peptides derived fiom 
mycoplasmas. Said peptides are highly efifective even in 
small doses, produce good immunization results, and increase 
the IgA level, among others. 
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(57) Zusammenfassung: Es wird die Verwendung von 
Lipopeptiden und Lipoproteinen als mukosale Adjuvantien 
fiir verschiedenste Vakzinierungen liber die SchleimhSute 
vorgeschlagen, insbesondere auf intranasalem Wege. Bei 
Cvstein ein^c P*.r,HMc T>_. • o r» , Lipopeptiden handelt es sich um an der aminotenninalen 

hochwiiksam und fUhren zu gutcn Immunisiemngsergebnissen und ErhOhung des IgA Spiegels. ^ 



wo 03/084568 A2 



IE, IT, LU. MQ NL, PZ RO. SE, 57, SK TR), OAPI-Patent 
mBJ, CECG, CI CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR,NR 
SK TD, TG) 

— Erfindererkldrung (Regel 4A7 Ziffer iv) nur fur US 
VerdfTeDtUcht: 

— ohne iniernationalen Recherchenbericht underneutzu ver- 
dffentlichen nach Erhalt des Berichts 



Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kurzungen wird auf die Erkl&rungen CGuidance Notes on Co- 
des and Abbreviations'*) am AnfangJederreguldrenAusgabe der 
PCT'Gazette verwiesen. 





wo 03/084568 » \ PCT/EP03/03497 



1 



10/509917 



Verwendung e!nes Lipopeptlds Oder Lipoproteins als Adjuvans bei 
therapeutischer oder prophylaktlscher Vakzinierung' 

Die Erfindung betrifft die Verwendung eines Llpopeptids oder Lipoproteins als 
5 Adjuvans bei tlierapeutisclier oder prophyiaktisclier Val<zin!erung, insbesondere 
uber die Schleimliaute, d.li. als IVIucosal-AdJuvans. 

Eln Drittel aller jShrlichen TodesfSlle In der Welt werden noch immer durch 
Infelctionskrankhelten verursacht, die auBerdem fQr wenlgstens 15 % der 
10 Krebsneuerkrankungen verantwortlicli sind. Infektionskrankheiten sollen femer In 
die Pathophyslologle verschiedener chronlscher Krankhelten entzQndlicher, 
vaskulSrer oder degenerativer Art verwickelt sein. Infektionskrankheiten 
verursachen der Allgemelnheit hohe Kosten durch Behandlungskosten und 
Arbeitsausfail der Erkrankten. 

15 

Zur Abwehr von Infektionskrankheiten werden generell zwel Wege verfoigt, namlloh 
Therapie und Prophylaxe. Hierbel sInd Impfungen zur wlrksamsten Waffe gegen 
Infektionskrankheiten geworden. Es gibt jedoch noch viele Infektionskrankheiten, fQr 
die noch keine Vakzine zur VerfQgung stehen oder eine hinrelchende 
20 Immunlsierung nicht erreicht werden kann. Viele Vakzine sind unzureichend wegen 
geringer Effizienz, schweren Nebenwirkungen, geringer Stabilitat oder hoher 
Kosten. Es besteht daher eln starkes Bedurfnis fOr neue und verbesserte Impfstoffe 
(Vakzine). 

25 Traditionell wurden Vakzine fur die Prophylaxe bei Infektionskrankheiten 
angewendet und sind auf diesem Gebiet fur viele Krankhelten gut eingefuhrt. 
Neuere Erkenntnisse legen nahe, dass Val<zinierungen auGerdem ein sehr 
geeignetes IVIittel bei der Immuntherapie anderer ansteckender Krankhelten sind, 
bei denen bisher noch nicht geimpft wurde, wie viraler Hepatitis, Helicobacter-pylori- 

30 Infektionen, Herpesvirus-lnfektionen usw.. Ein weiteres Einsatzgebiet ist die 
Einblndung von Vakzinen bei immuntherapien und Immunprophylaxen gegen 
Autolmmunkrankheiten, EntzQndungskrankheiten, Tumoren, Allergien und zur 
EmpfangnisverhQtung bei Mensch und Tier. Teilweise (insbesondere auch im 
letztgenannten Fall) scheint die Verwendbarkeit von Vakzinen an einen effizienten 



BESTATIGUNGSKOPIE 
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mukosalen Verabreichungsweg und die damit verbundene Erzeugung einer guten 
mukosalen Immunreaktion gebunden zu sein. 

Die meisten Infeictionen sind entweder auf die Schleimhaute beschrSnkt Oder die 
5 KranklieitsauslSser mQssen wSlirend frQher Infektionsphasen die Schieimliaut 
passieren. Es ist daher unbedingt anzustreben, dass bei einer Vakzinierung niciit 
nur eine systemische sondem vor allem auch eine mukosale immunantwort erhalten 
v^rd, urn hierdurcli sowohl die Infektion (Kolonisierung) als auch die Ausbildung der 
Krankheit prlmSr zu stoppen- Eine gute mukosale Immunantwort wQrde die 
10 Ansteckungsgefalnr deutilch herabsetzen. 

Dadurch dass sich das systemisclie und das mucosale Immunsystem zwar teilweise 
uberlappen, aber nicht identisch sind, sind parenteral verabreiclite Vakzine fQr den 
Schutz gegen mucosal Pathogene weniger wirksam (!\/IcGhee, IVIestecky et aL, "The 

15 mucosal immune system: from fundamental concepts to vaccine development", 
Vaccine 10, 75-88 (1992)). Tatsachlich stimulieren parenteral verabreichte Vakzine 
im wesentlichen systemische Immunantworten, wahrend auf mukosalem Weg, d.h. 
Qber die Schleimhaute, verabreichte Vakzine die Immunantwort nachbilden, wie sle 
durch natQrIiche Infektlonen hervorgerufen wird. Auf diese Weise fuhrt die mukosale 

20 Immunisierung zu wirkungsvollen systemischen und mukosalen Immunantworten. 



Weiterhin ist zu erwarten, dass die mukosale Verabreichung von Vakzinen weniger 
Nebenwirkungen mit sich bringt und bei den Patienten gut akzeptiert wird. Auf 
mukosalem Weg sind Vakzine lelchter zu verabreichen und besser In 
25 Obereinstimmung mit Vakzinierungsprotokollen zu bringen. Ihre Bereitstellung ist 
mIt geringeren Kosten verbunden. 

Die Verabreichung von Antigenen auf mukosalem Weg ist bisher mit einigen 
betrSchtlichen Schwierigkeiten verbunden. EIn Hauptproblem besteht darin, dass 
30 die so verabrelchten Antigene hSufig kaum immunogen sind. Dies beruht auf 
unterschiedlichen Mechanlsmen wie (i) beschleunigte Antigen-Eliminierung durch 
nlcht-spezifische CIearance-I\^echanismen des Wirts (beispielsweise Zilienaktivitat, 
Peristaltik), (il) Antigen-Abbau durch lokal wirkende Enzyme, (lii) Antigen- 
VerSnderung und/oder strukturelle IVIodifizierung infolge extremer pH-Werte (saures 
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Milieu im l^agen, all<alisches Im Intestinaitrakt), (Iv) schwache Antlgen- 
Durcliiasslgkeit der SchlelmliSute sowle (v) nur sehr begrenzter Zugang zu Antigen- 
prSsentierenden Zellen. 

5 Zur Oberwindung dieser Schwierigkeiten warden verscliiedene Strategien 
angewendet, z.B., EInschluss oder Assoziierung der Antigene mlt Partikein 
(Mikropartikeln, Nanopartikein, Bakterien oder Bakterienfragmenten) als Tragern, 
Verwendung virenartiger Konstrukte, Verwendung von Liposomen oder ISCOIVIS 
(immunstimulatorische Komplexe) oder Virosomen, Verwendung transgener 

10 Pflanzen, Antigen-Produktion durch abgeschwachte virale oder bakterieile Trager, 
entweder als Qbliche Vektoren oder ais Trager fOr Nukleinsaure-Vakzlne und/oder 
die Verabreichung dieser Hilfsmittel mit mukosalen Adjuvantien. Trotz intensiver 
BemCihungen auf diesem Geblet sind bisher praktlscii keine hinlanglich wirksamen 
und gleiclizeitig gut vertraglichen mukosalen Adjuvantien zur Praxisreife gefuhrt 

15 worden. 

Als "Adjuvantien" werden Substanzen bezeichnet, die bei einer Immunisierung dem 
eigentliclien Antigen (d.h. der Substanz, die die gewunschte Immunreaktion 
provoziert) beigefQgt werden, urn die iiumorale und/oder zellvermittelte 

20 Immunantwort zu verstarken ("Lexikon der Biochemie und Molekularbiologie", 1. 
Band, Spektrum Akademischer Verlag^^®^) Die Verwendung vleler Adjuvantien 
beruht allein auf Erfahrung, wobei die Wirkung weder genau zu erklSren noch 
vorauszusagen ist. Tradltlonell werden vor ailem foigende Gruppen von Adjuvantien 
venvendet: Aluminiumhydroxid, Emulslonen von Mineral5len, Saponlne, 

25 Detergentien, Siiiziumverbindungen, Thiohamstoff, Endotoxins gramnegativer 
Bakterien, Exotoxine grampositiver Bakterien, abgetStete Bakterien oder deren 
Telle. 

Die VenA^endung optlmaier Adjuvantien spielt bei der Vakzinierung eine 
30 entscheldende Rolls. Ohne Adjuvans verabrelchte Antigene vermltteln nur selten 
eine ausreicliende Immunantwort. DarOberhinaus kommt es nlcht nur auf die St3rke 
der hervorgerufenen Immunantwort an, sondern aucli auf auf ihre Qualitat. Die 
Stimulierung elnes falschen Immunisierungsmusters kann zu 
immunopatiiologischen Reaktionen und Versclilechterung der Infektionssymptome 
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fQhren. In diesem Zusammenhang kann das Adjuvans helfen, die gewOnschte 
Immunreaktion zu unterstQtzen. 



Die fQr den Menschen zugelassenen Adjuvantien sind.begrenzt. Eines der wenlgen 
von den Zulassungsbehorden ffir den Menschen akzeptierten Adjuvantien 1st 
Alumlniumhydroxid. Aus der Tatsache. dass ein Adjuvans bel systemlscher 
Applikation aktiv ist. also die Wirkung eines Antigens unterstUtzt, ISsst sich nicht 
darauf schlieUen, dass dies auch fQr andere Applikationswege gilt. Ein typlsches 
Beispiel ist das Aluminiumliydroxid. welclies die Immunogenitat einer Substanz bel 
intramuskularer. subkutaner, intraperitonealer oder Intradermaler Gabe unterstQtzen 
kann, das jedoch bei mukosaler Gabe vollstSndig unwirksam bleibt. 

In den letzten Jahren 1st intensiv nach neuen Adjuvantien, auch solchen fQr den 
mukosalen Verabrelchungsweg, gesucht worden. Nur wen\ge Stoffe wurden 
gefunden. die in der Lage sind Mukosalantworten zu verstSrken. Unter diesen 
wirken einige als Trager, an die die Antigene gebunden oder mit diesen fusioniert 
warden mOssen. Weit wenlger wurden universell einsetzbare "echte" Adjuvantien 
gefunden, die den Antigenen zugemischt werden. 

Als echte Mukosal-Adjuvantien wurden das hitzeinstabile Toxin aus Escherichia coli 
und das Choleratoxin aus Vibrio cholerae entdeckt. Von beiden wurde eine 
Wirksamkelt als Mukosal-Adjuvans beschrieben (Holmgren etal, "Cholera toxin and 
cholera B subunit as oral-mucpsal adjuvant and antlgenvector system". Vaccine 
1179-1184, 1993 und Douce et al. "Mutants of Escherichia coll heat-labile toxin 
lacking ADP-ribosyltransferase activity act as nontoxic, mucosal adjuvants", Proc. 
Natl. Acad. Scl. USA 92, 1644-1648). Die ihnen innewohnende Toxizitat und die 
potentiellen Nebenwirkungen beelntrachtigen jedoch ihre Venwendbarkelt Im 
Zusammenhang mIt Vakzinlerungen beim Menschen. Obwohl auf gentechnlschem 
Wege nicht-toxische Derivate dieser MolekQle erzeugt wunden, werden noch immer 
Starke, nicht tolerierbare Nebenwirkungen berlchtet, wie krankhafte VerSndemngen 
der Resplrationsschleimhaut und Eindrlngen des Toxins in das Gehim (N. Gargon, 
Presentation auf dem "Word Vaccine Congress", Genf, 26. bis 28. September 1999; 
und: van Ginkel, F.B. et al., "cutting edge: The Mucosal Adjuvant Cholera Toxin 
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Redirects Vaccine Proteins Into Olfactory Tissues", J. Immunol. 2000, 165, 4778- 
4782). 

Es bestelit daher nooh immer ein dringendes BedQrfnis fQr neue vertr§gliche und 
5 effektlve Mukosal-Adjuvantien. 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, eine Palette neuer, hochwirl<samer 
und fQr den Menschen nicht-toxischer Mukosal-Adjuvantien zu entwickeln, die mit 
den versciiiedensten zu unterstiitzenden aktiven Bestandteilen in herkOmmlichen 
10 Oder neuartigen Vakzinen, wie insbesondere prophylaktischen oder therapeutischen 
Impfstoffen einschlielillch Krebs- und D^4A-Vakzinen, einsetzbar sind. 

Zur LSsung dieser Aufgabe wird die Verwendung eines Lipopeptids oder 
Lipoproteins der Struktur (I) als Mukosal-Adjuvans be! therapeutischer oder 
1 5 prophylaktischer Vakzinierung Qber die Schleimiiaute vorgesehen, 

O-CO-R2 
I 

CH2-X-CH2-CH*-CH2-0-CO-R, (I) 
R3R4N-CH-CO-Y-COOH, 



20 



wobei 

R^ und R2, die gleich oder voneinander verscliieden sein kSnnen, fur €7.2^ 
25 AlkyI, C7.2s-Alkenyl Oder C7.2s-Alkinyl, 

XfQrS, O Oder CHj, 

R3 und R4 unabii§ngig voneinander fQr H oder Methyl und 
Y fQr eine aus 1 bis 25 Aminosaureresten bestehende physiologisch 
vertrSgliche und in der verwendeten Spezies nicht per se immunogene 
30 Aminos3uresequenz stehen, 

und das mit * marklerte asymmetrische Kohlenstoffatom die absolute R- 
Konfiguration hat, wenn X = S (Schwefel) ist. gemSli der Regel von Cahn- 
Ingold-Prelog. 
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Zwar wurde in der DE 19652586 A1 bereits die Verwendung eines bestimmten S- 
(2,3-Dihydroxypropyl)-cystein-peptids mit zwei esterartig an die 
Dihydroxypropylgruppe gebundenen Fettsauren als Vakzin-Adjuvans miterwahnt, 
jedoch rein liypothetisch und ohne Bezug auf l\/lukosaladjuvantien, so dass von 
5 einer Oblichen Val<zinierungsroute auszugehen ist. 



Vorzugsweise ist die carboxytemninal an die 2,3-diacyloxypropyl-substituierte 
Amlnosaure gebundene AminosSuresequenz (Y) ausgewSlilt aus folgenden 
Sequenzen: 
10 a)GQTNT, 

b) SKKKK. 

c) GNNDESN ISFKEK oder 

d) GQTDNNSSQSAAPGSGTTNT. 

15 Derzelt besonders bevorzugt ist ein S-[2.3-Bispalmltoyloxy-(2R)-propyl]cysteinyl- 
peptid, wobel die Peptidkette wiederum eine aus 1 bis 25 AminosSuren besteliende 
physiologiscli vertragllclie, in der venvendeten Spezies nicht per se immunogene 
Aminos§uresequenz sein kann. 

20 Nach derzeltlger Erkenntnis kSnnte die carboxyterminale Peptidkette eIne die 
Hydrophilizitat oder Upopliilizitat des Lipopeptids steuemde und gegebenenfalls 
modifizlerende Funktion liaben, so dass generell alle Peptid- oder Proteinketten, die 
- je nach Elnsatzzweck der Vakzlne - dieses Kriterium erfilllen, venwendet werden 
kSnnen. Die Peptidkette soil pliysiologisch vertraglicli und Insbesondere niclit selbst 

25 In der verwendeten Spezies (d.li. der geimpften (vakzinierten) Spezies, ob Menscii 
Oder Tier) Immunogen sein. 

Ais entscheidend fQr die Wirksamkeit als Mukosal-Adjuvans wlrd derzelt die Struktur 
gemalS Formel (i) angesehen, wobel dem asymmetrischen Zentrum an der 
30 bezelchneten Steile eine zentrale Bedeutung zuzukommen scheint. 



Das erfindungsgemade Mukosaladjuvans kann mit alien dem Fachmann bekannten 
Methoden an das filr die Vakzinierung vorgesehene. Antigen oder aktive IVIolekQl 
gebunden, gemeinsam mit diesem in physlkalische (z.B. Micropartikel, Nanopartikel, 
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Llposomen. ISCOMS, Polymere) oder biologlsche Partlkel (Bakterlen, 
Bakterientelle) oder Vlrosomen inkorporiert oder mil dem Antigen gemlscht werden. 
Bei der Blndung an Trager kfinnen auch TransportmoIekQIe oder Transportproteine 
als Trager vorgesehen seln. 

5 

Vorzugsweise liegt das erfindungsgemSB venwendete Lipoprotein oder LIpopeptid 
gemaH der o.a. Fomael (i) in einer Zubereitung mit der aktiven 
Vakzlniemngskomponente (z.B. dem Antigen) vor, die fQr Intranasale, intra-NALT 
(nasal associated lymplioid tissue), aerosolisiert, orale, intrarektale. conjunctivale, 
10 intravaginale, intraurethrale Applikation oder fQr die Appllkation in die IVIIIchgange 
der weiblichen Brust geelgnet und vorgesehen ist. Altemativ kann das 
erfindungsgemSRe Mukosal-Adjuvans in einem Kit fQr die Co-Applikation mit elnem 
Vakzin auf einem der vorgenannten Wage vorliegen und gegebenenfalls hierfOr 
angepasst seln. 

15 

Das LIpopeptid oder Lipoprotein nacii der Erfindung wird insbesondere synthetisch 
eriialten. ErfindungsgemSHe Lipopeptide kSnnten aucli mit auf dem Faciigebiet 
allgemein bekannen Verfahren aus einem Mykoplasma-Klon und besonders 
vortellhaft aus elnem Mykoplasma-fermentans-K\on erfialten werden. Die 
20 erfindungsgemaBen Lipopeptide werden auch als MALP, namlich als "macrophage- 
activatlng llpopeptldes" bezeichnet. HIerzu zShlen verschledene Varianten, von 
denen MALP-2 ein 2kDa-Llpopeptld gemSB Fonnel (i) mit Y = GNNDESNISFKEK; 
R3. R4 = H und Ri. R2 = Palmltoyl(C15) Ist (S-(2.3-bispalmltoyIoxypropyl)-cystelnyl- 
GNNDESNISFKEK). 

25 

Die Synthese der erflndungsgemaBen Lipopeptide und -protelne kann vortellhaft 
nach der Vorschrlft in "Synthesis of N„-Fmoc protected derlvates of S-(2,3- 
dihydroxylpropyO-cysteine and their application In peptide synthesis", J.W. Metzger, 
K.-H. WiesmQIIer, G. Jung in: Int. J. Peptide Protelne Res. SS. 1991, 545-554" 
30 durchgefOhrt werden. Dort werden allerdlngs die den natQrIlchen (belsplelswelse 
aus einem Mykoplasma-Klon enthaltenen) entsprechenden Lipopeptide IrrtQmllch 
als S-konfiguriert bezeichnet, obwohl dieselben Verblndungen gemafl der 
international gultigen Nomenklatur nach Cahn-lngold-Pretog als R-konfiguriert 
bezeichnet werden mQssten (siehe z.B. D. Chapman in "Introduction to Lipids", Mc 
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GFaw-Hill, London. 1969, S. 67 zu "Phosphoglycerides"; Burgos et al. J. Org. Chem. 
1987. 52 4973-4977; MoH" et al. Eur. J. Immunol. 2002, 32:3337-3347). 



In Wefterbildung der Erfindung kann das Lipopeptid oder Lipoprotein In einer 
5 Zubereitung mit wenigstens einem weiteren Adjuvans und/oder Antigen vorliegen. 
Insbesondere Icann es mit ein oder mehreren entzQndungshemmenden, anti- 
angiogenen, cytotoxischen oder immunmodulatorischen Stoffen oder Liganden (z.B. 
Ciiemoidnen, Cytokinen, CD40-Ligand) oder mit Antikbrpem gemeinsam 
verabreicht oder in einer Zubereitung mit diesen gegeben werden. 

10 

Das Lipopeptid oder Lipoprotein kann aucli, wie oben bereits angesprochen, mit 
einem pliysikalischen oder biologisctien Trager assoziiert oder verbunden sein. Es 
kann weiterliin in einer Zubereitung mit weiteren Zusatz- und Hilfsstoffen, 
insbesondere Konservlerungsstoffen oder Stabilisatoren enthalten sein und 
15 eingesetzt werden. 



Die Erfindung steilt einen groUen Fortsclnritt bei den BemOliungen zur Bereitstellung 
effektiver Mukosal-Adjuvantien dar: Das Lipopeptid kann im Ralimen der Formel (I) 
modifiziert und damit in seiner qualitativen und quantitativen Wirksamkeit variiert 

20 und an die gewUnschte VenA^endung angepasst werden. Es ist vergleichsweise 
kostengQnstig hersteilbar und fOr den Menschen nicht toxisch. Vergleichsweise 
geringe Bemiscliungsmengen genOgen in den meisten Fallen fOr deutllche 
VerstSrkungseffekte. Die erfindungsgemaEen Upopeptlde sind in Ihren chemlschen 
und biochemisctien Eigenschaften gut charakterlsiert und besonders auf 

25 syntiietiscliem Wege genQgend rein erhaitlich (MGhlradt , P.F., M. Kless, H. Meyer, 
R. Sussmuth. G. Jung (1997), Isolation, stmcture, eludlcatlon, and synthesis or a 
macrophage stimulatory Upopeptlde from Muycoplasma femientans acting at 
picomolar concentration"; J. Exp. Med. 185: 1951; and Takeuchf, O., A. Kaufmann, 
K. Grote, T. Kawal, K. Hoshino, M. Morr, P.P. MQhIradt, and S. Akira (2000); 

30 "Cutting edge: Preferentially the R-stereoismoser of the mycoplasmal Upopeptlde 
macrophage-actlvating lipopeptide-2 acHvates immune cells through a toll-like 
receptor 2-and MyDSS-dependent signaling pathway"; J. Immunol. 164:554), 
scliwerwiegende Nebenwirkungen sind daher nach derzeitiger Kenntnis nicht zu 
erwarten. 



WO 03/084568 PCT/EP03/03497 

-9- 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, dass bei Immunislerungen unter 
Beimlschung des erfindungsgemaHen Mukosal-Adjuvans hohe Konzentrationen an 
IgA in den Schleimhautsekreten behandelter Versuchstlere gefunden \Aajrden. DIese 
Antikorperspezies ist fQr den Schutz der Schleimhaute vor Infektlonen von 
5 besonderer Bedeutung. 

Da derzeit Qberhaupt keine wlrksamen Adjuvantien fQr die intranasale 
Immunisierung bei humanen Patienten zugelassen sind, stellt die Erfindung einen 
bedeutenden medizinischen Fortschritt auf diesem Gebiet dar. 

10 

Die in dieser Erfindung bescliriebenen Lipopeptide Oder Lipoproteine der 
allgemeinen Struktur (I) lassen sicii auch generell, d.h. auf anderen Wegen als dem 
mukosalen, als Adjuvantien venvenden, einschlielilicli besonderer Applikationen fQr 
DNA-Vakzine und Krebsvakzine, Vakzine gegen niclit infektlose Krankheiten und 

15 dergleichen, wobe! die vorbekannten I\/lALP-2-Peptide, namiich S-(2,3- 
Diacyloxypropyl)cystein-peptide der Sequenz DhcGNNDESNISFKEK, wobei N- 
temiinal die AminosSuren an Posltionen 2 und gegebenenfalls 3 fehlen und/oder O 
tenninal 1 bis 2 Aminosauren deletiert sein k5nnen, fQr die Qblichen 
Vakzinierungswege (intramuskuiar, subkutan. intradermal, intraperitoneal) 

20 ausgenommen werden. 

Die erfindungsgemSfien Adjuvantien lassen sich mit den versciiiedensten Antigenen 
zu Impfetoffen kombinleren. Als Antigene konnen insbesondere Zielantigene fur die 
Prophylaxe und Beliandlung von liifektionskrankheiten, Tumoren, 

25 Autolmmunkrankiieiten, Aliergien sowie chronisclier Oder akuter entzQndlicher 
Krankheiten ausgewatilt werden. Die Auswahl kann u.a. aus dem Antigen-Pool von 
Infektlonserregern wie Viren, Bakterien, Parasiten, Rickettsia, Mycoplasma, Pilzen 
und dergleichen erfolgen. Unter einer Impfung wlrd auch eine Behandlung mit 
Antigenen zur Fertilitatskontrolle in menschllchen Oder tierischen Populatlonen 

30 verstanden. 

Die aus den Beispielen zu entnehmenden vorteilhaften Eigenschaften des 
erfindungsgemaBen IVIukosal-Adjuvans' lassen sich aus keiner Veroffentlichung vor 
dieser Anmeldung ableiten. 
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Methodischer Ansatz fUr die Experimente/Untersuchungen 

Im Vorfeld wurden zunSchst in vitro-Screening Studien durchgefQhrt, um das 
Potential der untersuciiten Lipopeptide bezQgiich der Alctivierung 

5 antigenprasentierender Zellen abschStzen zu kOnnen. Als Zielzelien wurden 
Iaiochenmarl<stammige dendritisclie Zellen verwendet, die aus Vorlaufem mit Hilfe 
von GI\4-CSF eriialten wurden. Ganz im Gegensatz zu dam, was aufgmnd der 
Al<tivitat von IVIALP -2 gegeniiber Maicropliagen erwartet werden konnte, zeigte 
l\/lALP-2 nur sciiwaclie Al<tivitat gegenQber primSren dendritischen Zellen. Im 

10 Vergleich mit den Kontrollproben, die im Beisein von E. coil Lipopolysaccharlden 
(LPS, 10 ng/ml) inkubiert v^orden waren, wurde eine sehr scliwache Aktlvierung 
dendritlscher, mit 5 ng/ml MALP-2 behandelter Zellen beobachtet. 

Aufgmnd dieser Voruntersucliungen konnte fOr MALP-2 und entspreciiende 
15 Lipopeptide keine Eignung als Adjuvans erwartet werden, da von Adjuvantien eine 
gewisse FSlilgkeit zur Aktivierung dendritlscher Zellen vorausgesetzt wird. 
Dendritische Zellen sind die Hauptgmppe antigenprasentierender Zellen Qberhaupt. 
Sie spielen bei der prlmSren Immunantwort eine. zentrale Rolle, wobei sle (1.) die 
effektivsten antigenprSsentierenden Zellen darsteilen, (2.) die wichtigste 
20 Epitopenqueile fOr spezlfisciie T-Zellen Klone sind, und <3.) die wichtlgsten 
Aktivatoren ruhender T-Zellen sind, welche primSre Immunantworten in Wvo 
hervorrufen kOnnen. WShrend mit LPS behandelte dendritische Zellen eine starke 
Hochreguliemng bzw. Vermehoing von CD40 einschlieBlich CD80 und CD86 
zeigen, kann bei MALP-2 behandelten dendritischen Zellen wenn Qberhaupt, dann 
25 nur ein schwacher Effekt bemerkt werden. 



Dies war tellweise zu envarten und in Obereinstimmung mit den an Makrophagen 
erhaltenen Ergebnissen. Dortwar gefunden worden, dass nach einer anfanglichen 
Hochregulierungsphase bei anhaltender Behandlung mit MAU=-2 ein erhfihter 
30 Umsatz und verringerte Expression von MHC Klasse II MolekQIen, die fQr die 
richtige Antigen PrSsentation wesentlich sind, auftrat (M. Frisch et al., Eur. J, 
Immunol. (1996) 22. 1050-1057). Desto Qberraschender ist die gefundene Wirkung 
des Adjuvans. 
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Die Ergebnisse der Vorversuche sprachen daher zunachst stark gegen eine 
mOgllche Aktlvitat der hier untersuchten LIpopeptide und -protelne als Adjuvantien. 

Obwohl diese in vitro Studlen nahelegten, dass die fraglichen LIpopeptide hIer kelne 
5 Erfolge versprachen, wurden sie als negative Kontrollproben, namllch als schlecht 
wlrkende Beispiele Makrophagen-aktlvierender Substanzen, In In vivo Studlen der 
Erflnder mit einbezogen, da die Substanzen aus frQheren Versuchen vorhanden 
waren. 

10 Oberraschender Weise, da in v6liigem Gegensatz zu den in vitro Versucfien, wurde 
gefunden, dass beispielsweise MALP-2 bel Gabe zusammen mit dem IVIodell- 
Antigen p-Galaktosidase auf entweder intranasalem (i.n.) oder intraperitonealem 
(i.p. (Anmerkung: im Tlemiodeil)) Weg in einer Dosis von nur 0,5 jig pro Tier pro 
Dosis die p-Galactosidase-speziflschen IgG-Serumtiter urn das 675 bis 3560-faclie 

15 (I.n.) bzw. das 64 bis 128-faclie (i.p.) heraufeetzen konnte. Bei Venwendung der 
erfindungsgemaBen LIpopeptide kSnnen bereits nach der Erstimmunisierung 
annaliemd maxlmale IgG Antworten hervorgerufen werden, und diese IgG Titer 
entsprechen denen bel Gabe von 10 (xg (dreimolarem Oberschuss) Cholera-Toxin 
Unterelnheit B (CTB), einem gut charakterlsierten mukosalen Adjuvans. Ahnllche 

20 Ergebnisse werden bei intrademiaier oder subkutaner Verabrelchung der 
erflndungsgemSBen LIpopeptide und -proteine gefunden. Es 1st daher davori 
auszugehen, dass die Gabe der erfindungsgemaBen LIpopeptide und -proteine in 
wenlgstens 3fach geringerer (molarer) Konzentratlon verglichen mit herkSmmlichen 
Adjuvantien erfolgen kann und solite. 

25 

Es konnte auch gezeigt werden, dass die Verabrelchung der erfindungsgem§Ben 
LIpopeptide auf intranasaiem Wage zu einer wirksamen Stimuiierung des 
mukosaien Immunsystems Insgesamt fOiirt. So wurden bei Gabe von l\^ALP-2 als 
Adjuvans zu dem !\/1odeiI-Antigen bezogen auf das Gesamt-lgA 36 % bzw. 23 % 
30 antigenspezifiscties IgA in Lungen- und Vaginal-Lavagen gefunden. Dies zeigt, dass 
die erfindungsgemalien LIpopeptide nlcfit nur iokale mukosale Immunantworten 
hervorrufen konnen, sondern dass die Verbreitung von IgA-produzierenden Zeilen 
zu anderen entfernten Sclileimhautgebieten in einem IVlaBe erfolgt, das zu guten 
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mukosalen Immunantworten fQhrt. Diese Wirkung ist an den mucosalen 
Verabreichungsweg gebunden. 

Die Mitverabreichung der erflndungsgemaiien Lipopeptide zum Antigen rief auch 
5 starkere zellulSre Immunantworten hervor als CTB, sowohl regional In Lymphknoten 
als auch in der Milz (p < 0,05). Die Analyse p-Galactosidase-spezlfischer IgG- 
isotypen und die Profile der durch in vitro stimulierte Zellen sekretierten Zytokine 
zeigten, dass die IVlltverabreicliung der Lipopeptide ein dominantes Tli2- 
Antwortmuster ausloste. Die Ergebnisse der Untersuciiungen belegen daiier, dass 
10 die erfindungsgemSIien Lipopeptide wirksame Adjuvantien fQr die mukosale 
Verabreicliung von Antigenen in Vakzinen darstelien. 

Ein wiclitiger Aspekt, der liier iiervorgelioben werden soil, ist, dass eine 
inkrementelle Erli5hung der Lipopeptid-Dosis (von den hier genannten optimaien 
15 Dosen ausgelnend) zu einer stetigen Verringerung der Immunantwort fCltirt. Dieser 
gegenlSufige Effekt ist unerwartet und war aus dem Stand der Teclinik nicint 
herzuieiten. 

BEISPIELTEIL 

20 

Allgemeines 

Die In den Beispielen dargesteliten Uritersucliungen wurden vorrangig mit einem 
synthetlschen, einem aus I\/Iycoplasma stammenden Llpopeptid weitgehend 

25 entsprechenden MALP-2 ais Mukosal-Adjuvans zusammen mit p-Gaiaktosidase ais 
Model-Antigen durchgefQhrt. Dieses spezielle Beisplel-Llpopeptid wurde auf Gmnd 
seiner vorher bestimmten Intrlnslschen Elgenschaften (blociiemlsdie 
Eigenscliaften, Makrophagen-stimullerende Aktivltat) ausgewSlilt. Sofem nichts 
anderes angegeben, ist das in den Beispielen verv\^endete syntlietisciie Lipopeptid 

30 S-[2,3-bispalmitoyloxypropyl]cysteinyI-GNNDESNISFKEK im folgenden stets 
einfacli als "MALP-2" bezeichnet 

Die Dosen fur l\/IALP-2 wurden zunactist in Vorstudien eingegrenzt, in denen MALP- 
2 subkutan., intradermal, intranasal Oder intraperitoneal an Mause verabrelclit 
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wurde. In alien Protokollen fQhrte die gleichzeitige bzw. zusammengeh5rige 
Verabreichung von MALP-2 m'rt p-Galaktosidase zu einem sign'rfikanten Anstleg der 
Produktion p-Galactosidase-spezifischer Antikorper. Die induzierten 
Immunantworten, die in Anwesenheit von MALP-2 nach Impfung auf intranalalem 
5 Oder intraperitonealem Wege erhalten wurden, wurden dann analysiert und mit den 
in Vergleichsversuchen mit CTB als Adjuvans erlialtenen vergliclien. 

Die Beispiele ergeben, dass die Venwendung von IVlALP-2 in einer Dosis von nur 0,5 
jxg pro Verabreiclnung zu einer signifikanten Erli5hung sowohl der liumoralen als 

10 aucli der zellulSren p-Galactosidase-spezifischen Antworten fOlirte. Bereits 
intraperitoneale Verabreichung fQInrte zu einer verbesserten immunantwort, die 
intranasale Route envies sicii jedoch als noch welt effekUver. Im Gegensatz dazu 
war ein dreifaclier molarer Obersdiuss an CTB erforderlicfi urn verglelchbare 
systemisclie oder mukosale tiumorale Antworten zu ertialten. BezQglich der 

15 zeilulSren Antworten zeigten Milzzellen von mit l\/IALP-2 immunisierten MSusen eine 
deutllcii hfihere Proliferation (p < 0.05) ais soiche aus Tieren, die mit dem 
dreifactien moiaren Oberschuss an CTB vakziniert worden waren. 

Die mit rw1ALP-2 als Adjuvans auf intranasaiem Wege erliaitene PrimSrantwort 
20 wurde bezQglicli der Kinetik der p-Galactosidase-spezifisciien Antik&rper-Antwort 
durch die Anwesenlieit hoher AntikSrpertiter cliarakterlsiert, die sclion nach der 
Erstimmunisierung fast das Maximalplateau enreichten. Humorale und zeliulSre 
Antworten fielen nach i.n.-Vakzinierung starker aus, was auf eine differenzlerte 
lokale Wirkung von MALP-2 hinweist, die entweder auf seine BioverfQgbarkeit oder 
25 die raumliche Verteilung der spezifischen Rezeptoren in den Zielzellen 
zurQckgefOhrt werden kSnnte. Wie bereits beschrieben wurden auch in durch die 
Vakzlnierungsroute nicht direkt erreichbaren Schleimhautgeweben deutliche 
immunantworten gefunden, namlich p-Galactosidase-spezlfisches IgA in Lungen 
und Vaginal-Lavagen. 

30 

Die Untersuchungen im Raiimen der Erfindung haben daher ergeben, dass die 
erfindungsgemaden Lipopeptide neue und potente l\/iukosal-Adjuvantien sind, wobei 
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das Erfordemis, das Ziel-Antigen mit dem aktiven LIpopeptid zu konjugieren, im 
Gegensatz zu anderen Lipopeptiden entfSllt. 

Es wurden Qber den gesamten Verlauf der Experimente bei den geimpften Tieren 
5 keine schwerwiegenden Nebenwirkungen oder Zeichen akuter oder chronischer 
Toxizitat beobachtet. Durch die relativ kurze Peptid-Einheit innerhalb der 
erfindungsgemaden Lipopeptide besteht eine relativ geringe Immunogenizitat. was 
die Gefahr, dass Immunantworten gegen die Lipopeptide selbst auftreten, minimiert. 
Dies stent einen deutliciien Vorteil gegenQber Proteinen als Adjuvantien dar. Es 

10 konnten nacli intranasaler Verabreicliung von l\/lALP-2 als Adjuvans keine anti- 
l\/1ALP-2 Antikorper detektiert werden. Dies stellt einen deutliclien Vorteil gegenQber 
Proteinen als Adjuvantien dar, da eine Immunantwort gegen das Adjuvans selbst 
eine spStere Immunantwort gegen einen anderen Impfstoff, der mit demselben 
Adjuvans verabreicht wurde, beeintrachtigen kann. Die erfindungsgemalien 

15 Lipopeptide konnen in Impfstoffen gegen verschiedenste Pathogene sowie In 
Krebsvakzinen Oder Vakzinen zur Fertilitatskontrolle eingesetzt werden. Weitere 
Vorteile der Erfindung liegen in der guten Haltbarkeit der Lipopeptide bei Lagerung, 
grolierer Reinheit der synthetisch hersteiibaren Lipopeptide und Qberschaubarem 
chemischem und biochemischem Verhalten. 

20 

Legenden der Abbildungen: 

Fig. 1, In vitro Untersuchungen mit primSren dendrltisciien Zeilen: 
Primare dendrltische Zellen aus Knochenmark von BALB/c-MSusen wurden unter 

25 Verwendung der Rekomblnante GM-CSF (5x10^ U/ml) durch in wfra-Relfung von 
Voriaufern gewonnen. Die reifen dendritischen Zellen wurden mit 10 ng/ml E. coll 
LIpopoIysaccharid (LPS) bezlehungsweise 5 ng/mi MALP2 stimuliert. Anschlleliend 
wurden die Zellen mit CDIIc-spezifischen Antikdrpern (Dendritenzellmarkern) in 
Kombination mit Antl-CD40 oder Anti-CD80 oder Antl-CD86 doppelt markiert. Die 

30 Expression von CD40, CD80 bezlehungsweise CD86 in den CDIIc-markierten 
Zellen wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Die Ergebnisse sind in 
Prozent positiver Zellen bezuglich der gesamten CD11c-positiven Population 
ausgedrQckt. 
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Fig. 2. Analyse dendritischer Zellen nach Behandlung mit MAPL-2 mit Hilfe der 
Durchflusszytometrle (FACScan): 

PrimSre dendritische Zellen aus Knochenmark von BALB/c-M3usen wurden unter 
Verwendung der Rekomblnante GM-CSF (5x10* U/ml) durch in wfro-Relfung von 
5 Vorlaufern gewonnen. Die reifen dendritlschen Zellen wurden mit 10 ng/ml E. coli 
Lipopolysaccharid (LPS) bezieliungsweise 5 ng/ml MALP2 stimuliert. AnschlieBend 
wurden die Zellen mit CD11c-spezifischen Antikorpern (Dendritenzellehmarkern) in 
Kombination mit Anti-CD40 Oder Anti-CD80 oder Anti-CD86 doppelt markiert und 
die Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Gates wurden auf der 
10 Grundlage einer Markierung mit nichtverwandten Kontrollantik5rper-Isotopen 
gesetzt 

Fig. 3. Humoralantworten, angeregt nach einer Impfung mit MAPL-2 als Adjuvans: 
Mause wurden uber subkutane (s.c), intraperitoneale (i.p.)i intradermale (i.d.) und 

15 intranasale (i.n.) Routen mit entweder reiner &-Galactosldase (40 (xg) oder II- 
Galactosldase gemischt mit MALP-2 (0.5 |ig) an den Tagen 0, 7 und 14 immunlsiert. 
Am Tag 28 nach der primSren Immunlslerung wurden Serumproben entnommen 
und der Titer der d-Galactosldase-spezifischen Antik5rper wurde mittels ELrSA 
bestlmmt. Die Ergebnisse sind als der reziproke logs des geometrisch mittleren 

20 Endpunkttiters dargestellt. Zur Kontrolle bezogen wir eine Gruppe ein, In welcher die 
Tiere Qber die Route mit (l-Galactosidase unter Verwendung von 
Aluminlumhydroxid als Adjuvans immunlsiert wurden. 

Fig. 4. Humoralantworten, angeregt nach der Impfung unter Verwendung von 
25 MALP-2 als Adjuvans in einer Dosis von 1 )ig pro Tier und Immunlslerung: 

Mause wurden Gber die intraperitoneale (i.p.) und intranasale (i.n.) Route mit 
entweder reiner ft-Galactosidase (40 pg/Dosis) oder (l-Galactosidase gemischt mit 
MALP-2 (1 {ig/Dosis) an den Tagen 0, 7 und 14 immunlsiert. Am Tag 28 nach der 
primaren Immunlslerung wurden Serumproben entnommen und der Titer der (l- 
30 Galactosidase-spezlfischen Antikorper wurde mittels ELISA bestimmt. Die 
Ergebnisse sind als Absorptlonswerte (OD 405 mm) dargestellt. 
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Flg. 5. Zellreaktlonen, angeregt nach einer Impfung unter Verwendung 
unterschiedlicher Konzentrationen von MALP-2 als Adjuvans. 
&-Galactosidase-spezifische T-Zell-Proliferationsantworten von MSusemilzzellen 
immunlslert Qber die Routen i.p. Oder l.n. mit entweder reiner li-Galactosidase (40 
5 ^g/Dosis) Oder (i-Galactosidase gemischt mit MAPL-2 (1 Oder 0.5 ^g/Dosis) an den 
Tagen 0, 7 und 14. Ann 28. Tag nach der primaren Immunisierung wurden die Tiere 
getotet und die Milzzellen wurden in vitro vier Tage im Beiseln von 20 iig/ml 
loslicher (S-Galactosidase re-stimuliert. Die Ergebnisse sind als Stlmulationsindizes 
(cpm Proben/cpm in nichtstimulierten Kontrollzellen) dargesteilt. 

10 

Fig. 6. Kinetik von B-gal-spezifischen IgG-Antworten in Seren geimpfter Mause.: 
Gruppen von Tieren (n=5) wurden entweder i.n. (A) Oder i.p. (B) mit 50 |j.g B-gal (), 
B-gal plus 10 jig CTB (), IS-gal plus 0.5 jig MALP-2 () Oder reiner PufferlSsung () 
geimpft. Die Tage der Impfungen (Tag 0, 14 und 21) sind mit den Pfeilen maridert. 
15 Die Ergebnisse sind als der reziprolce logs des geometrischen Endpunkttiters 
dargesteilt, die SEM (mittlere Standardabweicliung) ist mittels senkrechter Llnlen 
angegeben. 

Fig. 7. fl-Galactosldase-spezlflscher IgA In Lungen- und VaglnaiausspQIungen von 
20 l.n.-gelmpften l\/iausen: 

Die Ergebnisse sind als Prozent (l-Gaiactosidase-spezifisclier IgA bezQglicti des 
insgesamt vorhandenen IgA dargesteilt Die SEM ist durch senkreciite Linien 
angegeben. 

25 Fig. 8. Bestimmung der Serum-lgE-Niveaus nacli Immunisierung unter Verwendung 
von I\4ALP-2 als Adjuvans: 

l^Suse wurden intraperitoneal (i.p.) und Intranasal (i.n.) entweder mit reiner IS- 
Galactosidase (40 fag), ausscliIleBIich MALP-2 oder U-Galactosidase gemischt mit 
l\/lALP-2 (0.5 |ig) an den Tagen 0, 7 und 14 geimpft. Am 28. Tag nacii der 
30 Erstimmunisierung wurden Serumproben genommen und die Niveaus von IgE 
wurden mittels eines Capture-ELISAs bestimmt. Die Ergebnisse sind als IgE- 
Konzentratlonen (ng/ml) dargesteilt. 
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Fig. 9. (l-Galactosidase-spezifische T-Zell-Proliferationsantworten der Milz (A und B) 
und regionaler Lymphknotenzeilen (C) von i.p. Oder i.n. geimpften Mausen: 
Die Zellen wurden In vitro vier Tage lang mit unterschiedlichen Konzentratlonen 
loslicher R-Galactosidase re-stimuliert. Die Ergebnisse sind als mlttlerer cpm-Wert 
5 subtrahlert von den HIntergrundwerten nlchtstimulierter Zellen aus Dreifachgruppen 
dargestelit. Die SEM ist durch senkrechte Linien dargestellt. 

Fig. 10. im geimpften Mausen stimullerte Th-Profile: 

Serum-Ii-Gaiactosidase-spezifische IgG-lsotypen und -Zytokine, ausgescliieden 
10 von in vitro stlmulierten Milzzellen, wurden bei den geimpften Mausen mittels ELISA 
bestimmt. Die Ergebnisse sind als Konzentrationsverhaltnisse von lgG1/lgG2a und 
IL-10/IL-2 (die am haufigsten gefundenen Zytokine) dargestelit. 

Fig. 1 1 . Zytokine ausgesclnieden von in vitro stimulierten Zellen geimpfter Mause: 
15 Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA im FlClssigkeltsuberstand von Zellen, 
welche 48 (IL-2) beziehungswelse 96 Stunden (IFNy, iL-4 und IL-10) lang Im Beisein 
von B-gal (20 ^xg/ml) kultivlert wurden, gemessen. Die Ergebnisse sind als das 
Verhaitnis zwischen den In den geimpften Gruppen vorgefundenen Zytokinmengen 
im Verglelch zu den nlcht-gelmpften Kontrollmausen dargestelit. 

20 

Fig. 12: Humoralantworten stimuliert nach Vakzlnierung mit MALP-2 als Adjuvans in 
elner Dosis von 2 |ig pro Tier pro Immunisierung. Die MSuse wurden entweder mit 
P-Galactosldase allelne (100 jig/Dosis) oder mit p-Galactosidase gemischt mit 
MALP-2 (2 ^g/Dosis) an den Tagen 0, 7, 14 und 31 oral Immunisiert. Am Tag 45 
25 nach der Erstimmunisierung wurden Serumproben genommen und die Titer der p- 
Galactosidase-spezifischen Antikorper wurden mit ELISA bestimmt. 
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Beispiel 1: In Wtro-Stlmullerung von primaren aus dem Knochenmark 
gewonnenen dendrltischen Nagetierzellen mittels MALP-2. 
Versuchsprotokoll: Kulturen primarer aus dem Knochenmark gewonnener 
dendritlscher Zellen wurden von BALB/c-MSusen nach In vltro-Reifung von 
5 Voriaufem Im Beisein der Rekombinante GM-CSF (5x10^ U/ml) nach den Qblichen 
Verfahren erhalten. Die reifen dendritischen Zellen wurden mit E. coli 
Lipopolysaccharid (LPS) oder 5 ng/ml MALP2 stimuliert. Nach 12 beziehungsweise 
24 Stunden Stimulierung wurden die Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie 
analysiert, urn die Expression von Oberflachenmarkern, die fur die Fahigkeit zur 
10 Antikorperprasentation von Bedeutung sind, festzustellen. 

Um Verbindungen zu bestimmen, welche bei //?-wVo-Anwendungen auf dem Gebiet 
der Vakzinierungen ein Potential als Adjuvans besitzen, wurde eine erste In-vitro- 
Untersuchung mit primaren Kulturen aus Knochenmark stammender dendritlscher 

15 Zellen durchgefOhrt. Es wurden dendritische Zellen ausgewahit, da sie die 
effektivsten Antigen-prasentierenden Zellen sind und bei der primaren 
Immunantwort eine Schlusselrolle spielen. Tatsachllch sind sie der einzige Zelltyp, 
der In vivo in der Lage ist, ruhende T-Zellen zur Initiierung einer primSren 
Immunantwort zu aktivleren. Demzufolge wurden dendritische Zellen mit den 

20 untersuchten EInheiten oder LPS, was zur Kontrolle diente, behandelt. Es wurden 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben entnommen, mit fluoreszenz-marklerten 
Antik5rpem, die spezifisch sind fQr zellulSre Marker, welche fQr die 
antigenprSsentlerenden FShlgkeiten der dendritischen Zellen entscheldend sind, 
markiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die vorgefundenen Ergebnisse 

25 (Fig. 1 und 2) zeigen, dass im Unterschied zur positiven Kontrollgruppe die 
Expression von CD40 und dem ko-stimulierenden MolekQI CD86 In den mit MALP-2 
behandelten dendritischen Zellen nicht erh5ht war. Die Wirkung auf die Expression 
des co-stimullerenden MolekQIs CD80 war gering, falls Qberhaupt vorhanden. Co- ' 
stimullerende MoIekQIe senden Signale, welche zusatzlich zur PrSsentation der 

30 beteiligten Epitope innerhalb des Kontextes der MHC-MoIekQIe fur die wirksame 
Aktivierung der T-Zellen wesentlich sind. Es viairde fruher schon berichtet, dass die 
Wirkung bewahrter Schlelmhautadjuvantlen (Mukosal-Adjuvantlen) wie z.B. 
Choleratoxin mit einer selektlven Verstarkung der Expression co-stlmulierender 
Molekule verbunden ist. Demzufolge deuten die in vitro gefundenen Ergebnisse 
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stark darauf hin, dass MALP-2 kein Oder geringes Potential als 
Schleimhautadjuvans aufweist 

Beispiel 2: Humoralantworten, angeregt nach einer Impfung uber 
5 unterschiedliche Wege unter Verwendung von MALP-2 in unterschiedllchen 
Konzentrationen als Adjuvans. 

VersuchsprotokoH: Sachs bis acht Wochen alte weibliclie BALB/c- (H-2d) IVIause 
wurden von der Harlan Winkelmann GmbH (Borclien, Deutscliland) gekauft und 
gemafi den ortliciien und EU-Richtlinien beliandeit, Gruppen von jeweils 5 Mausen 

10 wurden am Tag 1 , 7 und 14 entweder mit 40 jag reiner li-Galactosidase (Boeliringer, 
Mannheim, Deutschland), oder unter Zumischung von 1 beziehungswelse 0,5 jag 
von synthetischem !\/lALP-2 geimpft. Fur die intranasale Verabreichung (i.n.) wurden 
10 til in jedes Nasenloch appiizlert, wahrend be! der Injektion i.p., s.c. und Ld. 
Galactosldase mIt bezfehungsweise ohne MALP-2 in 400, 100 beziehungswelse 

15 100 jal PBS re-suspendiert wurde. 28 Tage nach der Erstimpfung wurden 
Serumproben entnommen und bel -20''C bis zur Bestimmung der IS-gal-spezifischen 
AntikSrper aufbewahrt. Nunc-lmmuno MaxiSorp-Testplatten mit 96 Mulden (Nunc, 
Roskilde, DSnemark) wurden mit 100 {xl B-Galactosidase (Boehrlnger. Mannheim, 
Deutschland) mit 5 |ag/ml in 0.05 M Carbonatpuffer (pH 8.2) pro Mulde beschichtet 

20 SemmverdQnnungen mit 1 % BSA und 0,05 % Tween-20 in PBS wurden 
hinzugefClgt (100 ng/Mulde), und die Platten wurden bei ST^'C 24 Stunden iang 
inkubiert. Nach dem SpQIen wurde biotinyliertes y-kettenspezifisches Ziegen- 
. Antimaus-IgG (Sigma Chemie, Deisenhofen, Deutschland) hinzugefOgt und die 
Platten wurden eine weitere Stunde Iang bei S^^C inkubiert. Nach vierfachem 

25 SpQIen wurden 100 ^xl peroxidase-konjugiertes Streptavidin (Pharmingen) zu den 
Zellen hinzugegeben und die Platten wurden 30 Minuten Iang bei ST^^C inkubiert. 
Nach vierfachem SpQIen wurden die Reaktionen mittels ABTS in 0,1 M 
Zitratphosphatpuffer (pH 4,35), welcher 0,01 % HgOg enthielt, entwickelL Die 
Ergebnisse wurden entweder nach der Absorption bel 405 nm oder den 

30 Endpunkttitern (reziproker logg der ietzten VerdQnnung, welche nach 30 Minuten 
Inkubation bel 405 nm eine optische Dichte von 0,1 Einheiten uber den Werten der 
negativen Kontrollgruppe ergab) dargestellt 
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Trotz der enttSuschenden Ergebnisse, weiche bei der In vitro Untersuchung von 
primSren dendritischen Zeilen unter Verwendung von MALP-2 festgestellt wurden. 
beschlossen wir, bei der sekundSren in vivo Untersuchung Gruppen von Tieren 
einzubeziehen, die unter Venwendung von l\/IALP-2 als Adjuvans geimpft worden 
5 waren. Demzufolge wurden die l\/l§use entweder mit dem reinen Modeliantigen B- 
Galactosidase oder mit dem Antigen plus MALP-2 i.p., s.c, i.d. und i.n. geimpft. Im 
Gegensatz zu den Erwartungen stellte man eine starke Adjuvanswirkung fest, wenn 
das Antigen mit 0,5 yg IVIALP-2 gemischt war, und zwar unabhangig von der Art und 
Weise der Applikatlon (Fig. 3). Die starksten Reaktionen wurden bei den Impfungen 
10 i.p. und i.n. festgestellt. Die eriialtenen Antworten waren jedocfi immer wenigstens 
genauso stark (i.d.) oder starker als bei der Venvendung von Aluminiumhydroxid als 
Standardadjuvans bei s.c. Injektion (Fig. 3). 

Da bei vorangegangenen Untersuciiungen unter Verwendung konventloneller 
15 Lipopeptide wesentlich inohere Konzentrationen des als Adjuvans verwendeten 
Bestandteils gegeben wurden, wurde die Wirkung lioherer Dosen von l\/lALP-2 zu 
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden Tiere mit 1 pg MALP-2 als Adjuvans Qber 
die zwei wirksamsten Immunisationswege (i.p. und I.n.) mit li-Gaiactosidase 
geimpft. Im Gegensatz zu den Erwartungen fuiirte die Erh6liung der Dosis von 
20 MALP-2 zu einer Aufliebung der Adjuvanswirkung (Fig. 4). Dies zeigte, dass wlr bei 
einer Anwendung der Standardkonzentrationen, weiche In der Literatur fOr andere 
Lipopeptide angegeben sind, bel den In vivo Untersuchungen von MALP-2 nicht in 
der Lage gewesen wSren, eine Adjuvanswirkung auf der Ebene der 
Humoralantworten festzusteilen. 

25 



Beispiel 3: Humoral Immunantworten, angeregt nach Impfung Qber 
verschledene Wage unter Verwendung von MALP-2 als Adjuvans In 
unterschledllchen Konzentrationen. 

30 Versuchsprotol<oll: Sechs bis acht Wochen alte weibliche BALB/c- (H-2d) Mause 
wurden von der Harlan Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland) gekauft und 
gemSIS den firtlichen und EU-Richtlinien behandelt Gruppen von jeweils 5 Mausen 
wurden am Tag 1, 7 und 14 entweder mit 40 ^ig reiner fi-Galactosidase (Boehringer, 
Mannheim, Deutschland), oder unter Zumischung von 1 beziehungsweise 0,5 pig 
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synthetischem MALP-2 gelmpft. FQr die intranasale Verabreichung (l.n,) wurden 10 
jol in Jedes Nasenloch appliziert, wahrend bel der Injektion i.p. R-Galactosidase mit 
beziehungsweise ohne MALP-2 in 400 ^il PBS re-suspendiert wurde. Die Milzen 
wurden entfernt und fur die Bestimmung der zellularen Immunreaktionen 
5 zusammengenommen (gepoolt). Die Zellen wurden in RPMl 1640 erganzt mit 10 % 
Kalbsfotenserum, 100 U/ml Penizillin, 50 |j.g/ml Streptomycin, 5 x 10"^ M 2- 
Mercaptoetlianol und 1 mlVI L-Glutamin (GIBCO BRL, Karlsruiie, Deutschiand) bel 
Sy^'C in einer feucliten Atmosphare mit 5 % CO2 kultiviert. Die 
Milzzellensuspensionen wurden auf 5 x 10® Zellen/ml im vollstandigen (Medium 

10 eingesteilt. Sie wurden zu 100 ^[/l\4uide in einer flachbodigen IVIikrotiterplatte (Nunc) 
mit 96 Mulden eingebracht und dlese Flatten wurden 4 Tage lang unter BeifUgung 
von 20 |jg/ml losliclier &-Gaiactosidase inkubiert. Wahrend der letzten 18 Stunden 
der Kultrvierung wurden jeder Mulde 1 p,Ci pH]Thymidin (Amersham International, 
Freiburg, Deutschiand) zugeftlgt. Die Zellen wurden dann mit einem Zellenernter 

15 (Inotech, Wohlen, Schweiz) auf Filterpapier geerntet (Filtermat A; Wallac, Freiburg, 
Deutschiand) und die Menge des in die DNS der vermehrten Zellen eingebetteten 
[^H]Thymidins wurde mit Hilfe eines y-Scint!llationsz§hlers (Wallac 1450, Mlcro- 
Trilux) bestimmt. Die Ergebnisse sind als das arithmetische Mittel der 
I®H]Thymidlnaufnahme In cpm dargestellt Die Ergebnisse sind als 

20 Stimulationsindices (SI, cpm Proben/cpm in nicht-stimulierten Kontrollzellen) 
dargestellt. 

Unter Berucksichtlgung der Qberraschenden Verringerung der Adjuvanswirkung auf 
humoraler Ebene, die bei der Verwendung von MALP-2 in hoheren Dosierungen 

25 beobachtet wurde, wurde beschlossen, festzustellen, ob eine ahnliche Wirkung auf 
der Ebene der zellularen Immunantworten beobachtet werden kann. Demzufolge 
wurden M§use mit entweder reiner fi-Galactosidase oder B-Galactosidase gemischt 
mit 1 pg MALP-2 immunisiert. Achtundzwanzig Tage nach der Immunisierung 
wurden die Milzen gereinigt, in vitro mit 20 pg/ml B-Galactosidase re-stimuliert und 

30 ihre Vermehrungsfahigkeit wurde mit Hilfe der Messung der Einbettung von 
P"]Thymldln in Ihre DNS mitteis eines y-Scintillatlonszahlers bestimmt. Die erzlelten 
Ergebnisse (Fig. 5) bestatigten, dass die Venvendung von MALP-2 in h5heren 
Dosierungen nicht nur dazu fQhrt, dass keine Humoralantworten mehr festgesellt 
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werden kOnnen, sondem audi die Qber die Zellen vermittelte Immunlsierung wird 
verrlngert. 

Befspiel 4: Gemelnsame intranasale und intraperitoneale Verabrelchung von 
MALP-2 mit einem IdsIIchen Antigen stimuliert wirksame systemische 
H umoralantworten . 

Versuchsprotokoll: Sechs bis acht Wochen alte weibliche BALB/o (H-2d) MSuse 
wurden von der Harlan Winkelmann GmbH (Borclien, Deutschland) gekauft und 
gemaiJ den ortlichen und EU-Richtiinieh beiiandelt. Gruppen von jeweils 5 IVIausen 
wurden am Tag 1, 14 und 21 entweder mit 40 ^ig reiner R-Galactosldase 
(Boehringer, IVIannheim, Deutsciiland) unter Zumiscliung von 0.5 \xg synthetischer 
MALP-2 beziehungsweise 10 \xg Clioleratoxin B Untereinlieit (CTB; ICN 
Biomedicals Inc., Oliio) als Standardadjuvans geimpft. FQr die intranasale 
Verabrelchung (i.n.) wurden 10 jxl in jedes Nasenloch appliziert, wShrend bei der 
Injektion i.p. &-Galactosldase mit beziehungsweise ohne MALP-2 In 400, 100 
beziehungsweise 100 jil PBS re-suspendiert wurde, Serumproben wurden zu 
verschledenen Zeitpunkten entnommen (Tag 0, 13, 20 und 30) und be! -20*^0 bis 
zur Bestimmung der fi-Galactosidase-spezifischen Antlk5rper aufbewahrt. Nunc- 
Immuno MaxiSorp-Testplatten mit 96 Mulden (Nunc, Roskilde, DSnemark) wurden 
mit 100 ]x\ B-gal (Boehringer, Mannheim, Deutschland) mit 5 pg/ml in 0.05 M 
Karbonatpuffer (pH 8.2) pro Mulde beschlchtet. Serielle zweifache VerdQnnungen 
der Seren Oder Auswaschungen In PBS mit 1 % BSA und 0,05 % Tween-20 wurden 
hinzugefugt (100 |il/MuIde) und die Platten wurden be! 37**C 24 Stunden lang 
Inkubiert. Nach dem Spulen wurde biotinyliertes y-kettenspezifisches Ziegen- 
Antimaus-IgG (Sigma Chemie, Deisenhofen, Deutschland) hinzugefugt und die 
Platten wurden eine weitere Stunde lang bei 37**C Inkubiert. Nach vierfachem 
SpQlen wurden 100 ^1 peroxidase-konjugiertes Streptavidin (Pharmingen) zu den 
Zellen hinzugegeben und die Platten wurden 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert. 
Nach vierfachem Spulen wurden die Reaktionen mittels ABTS in 0,1 M 
Zitratphosphatpuffer (pH 4,35), welcher 0,01 % H2O2 enthielt, entwicl<elt. Die 
Ergebnisse wurden als der reziproke logg der letzten VerdOnnung, welche nach 30- 
minOtiger Inkubation eIne optimale Dichte bei 405 nm von 0,1 EInheiten Im 
Vergleich zu den Werten der negatlven Kontrollgruppe ergab, dargesteilt 
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Aufgrund der ermutigenden Ergebnisse der Vorstudien beschiossen wir, die bei der 
Verwendung von MALP-2 als Adjuvans Qber die belden wirksamsten 
Immunisierungswege, nSmllch l.p, und l.n., festgestellten Immunreaktlonen 
detaiiliert zu analysieren und sie mit denen eines bewahrten Sctilelmhautadjuvans 
5 zu verglelclien. Demzufolge wurde die Fahigkelt von MALP-2, wirksame 
Humorallimmunreaktion hervorzumfen bewertet, indem die Semmtiter von (i- 
Galactosidase-spezifisclien Antikorpern be! geimpften iVlausen bestimmt wurden. 
Wie in Fig. 6A dargestellt, ergab die Administration von reiner ll-Galactosidase (50 
fxg/Dosis) die Induktion sehr niedriger Antikorpertiter, sogar nacti einem zweiten 

10 Boosting (Endpunkttiter ca. 1000). Im Verglelcti dazu induzierte die Administration 
von (i-Gaiactosidase unter VenA^endung von IVlALP-2 i.n. sclion bei einer einfachjen 
Dosis zu Induktion sehr fioher Titer (> 60.000) von spezifisciiem IgG bei alien 
I^ausen, und am Ende des Immunisiemngsprotokolls lagen die Titer Qber 500.000 
(Fig. 6). Die Kinetik und die Gesamtwirksamkelt der Antikorperreaktlonen, die mit 

15 0,5 liQ IVlALP-2 erreiclit wurden, waren denen, die mit der Verabreicliung von B- 
Galactosidase mit 10 jxg GTB, einem bewMhrten Schleimhautadjuvans, welclies als 
positive Kontrollsubstanz venvendet wurde, erreiciit wurden, selir alinlicii. 

EIne deutllclie Adjuvanswirkung wurde aucli beobaclitet, wenn l\/IALP-2 l.p. 
20 appliziert wurde. Insbesondere die Co-lnjektion von IVIALP-2 fulirte zu einer 100- 

faclien Steigemng der R-Galactosidase-spezifischen IgG-Titer Im Verglelch zu den 

Titern be! Tieren, welcfie mit reiner li-Galactosidase Immunlsiert worden waren (Fig. 

6B). Dieser Unterscfiled war sclion nach der ersten Immunislerung festzustellen und 

wurde nacli Booster-lnjektionen aufrecliterlialten. Am 31. Tag wurden bei Tieren, 
25 die entweder i.n. Oder i.p. immunisiert worden waren, aiinliche Antikorpertiter 

festgestellt. Allerdings waren die PrimSrreaktionen nach der MALP-2-Co-lnjektion 

nach der l.n. Impfung starker ausgepragt. 

Beispiel 5: Intranasal Co-Administration von MALP-2 mit einem losllchen 
30 Antigen stimullert wirksame Schleimhautantikorperantworten, 

Versuchsprotokoll: Am 31. Tag wurden die Mause getotet und as wurden die 
endgultigen Proben entnommen. Es wurden Vaginal- und LungenausspQIungen 
gewonnen, indem die Organe mit 1 ml PBS. erganzt durch 50 mM EDTA, 0,1 % 
BSA und 10 mM PMSF gespGIt wurden. Die Ausspulungen wurden anschliefiend 
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zentrifugiert, urn GewebstrQmmer zu entfernen (10 min bei 3000 x g) und die 
verbleibende Flussigkeit wurde bel -20**C aufbewahit Urn die Konzentration des 
Gesamt-lgA in der SpulflQssiglceit aus Lunge und Vagina zu bestimmen, wurden 
serielle VerdQnnungen der entsprechenden Proben in Milcrotiterplatten inlcubiert, 
5 wobei diese Flatten zuvor mit Ziegen-Antimaus-lgA (Sigma Cfiemie) als 
Einfangantikorper (100 jal/IVIulde) uberzogen wurden. Es wurden serielle 
VerdQnnungen gereinigter Maus-IgA (Sigma Cliemie) zur Erzeugung einer 
Standardkurve verwendet. 

10 Um die FShigkeit von l\/lALP-2 zur Stimuiierung von IVlukosal-Antworten gegen 
Antigene, die l.n. co-administriert wurden, zu untersuchen, wurde die Produktion 
von S-Galactosidase-spezifischem igA in Lungen- und VaginalspaiflDssigkeit 
immunisierter Tiere. Waiirend nach der i.n. impfung mit reiner (i-Gaiactosidase 
keine Produktion fl-Gaiactosidase-spezifisciier igA in der LungenspOiflQssigkeit in 

15 nachweisbarer IVienge erfolgte, wurde bei den mit &-Galactosidase und l\4ALP-2 
immunisierten Tieren ein signifilcanter Anstieg der NIveaus antigenspezlfisclier IgA 
festgestellt (Fig. 7). Die Co-Administration von l\4ALP-2 fOfirte zur Stimuiierung einer 
wirksamen IgA-Produktion aucfi in entfernt liegenden Schleimhauten, wie dies durcli 
die Anwesenhelt signifikanter Konzentrationen von R-Galactosidase-spezifischem 

20 IgA in der VaginalspQIflQssigkeit nachgewiesen wird (Fig. 7). Es wurden keine 
statistiscti signlfikanten Untersctiiede in den NIveaus der &-Galactosidase- 
spezifischen AntikSrper in den Schleimhauten zwischen Tieren, die mit 0.5 |ag 
MALP-2 Oder 10 |ig CTB Immunislert worden waren, festgestellt. 



25 Belspiel 6: Die Immunisierung unter Verwendung von MALP-2 als Adjuvans 
fuiirt nicht zu mehr Serum-IgE. 

Versuchsprotokoll: Zur Bestimmung der Konzentration des Gesamt-lgE im Serum 
von immunisierten und Kontrolltieren, wurden serielle VerdQnnungen der 
entsprechenden Proben in IVlikrotiterpIatten, welctie zuvor mit Antimaus-lgE (100 
30 [xI/Mulde) als Einfangantikorper Qberzogen wurden, inkubiert. Nacfi Blockierung mit 
PBS mit 1 % BSA und 0,05 % Tween-20 zwei Stunden lang bei Zimmertemperatur 
wurde eine 1:100 -VerdQnnung des Serums in PBS-Tween IninzugefDgt (100 
jil/Mulde) und die Platten wurden eine Stunde lang bel 37°C inkubiert. Nacli dem 
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SpQIen wurde biotinyliertes Antimaus-IgE hinzugefOgt und die Flatten wurden eine 
weitere Stunde lang bel 37^*0 Inkubiert. Nach viermaligem SpQIen wurden 100 ix\ 
peroxidase-konjugierten Streptavidins (Pharmingen) in die Mulden gegeben und die 
Flatten wurden 30 Minuten lang bei 37**C inkubiert. Nach vierfacliem SpQIen wurden 
5 die Reaktionen mittels ABTS in 0,1 M Zitratphosphatpuffer (pH 4,35) und einem 
Gehalt von 0,01 % HjOg entwickelt. Es wurden serielle VerdQnnungen von 
gereinigtem IVIaus-lgE venArendet, urn eine Standardkurve zu erzeugen. 

Es ist eine anerkannte Tatsache, dass die Verwendung bestimmter 
10 Scfileimliautadjuvantien aufgrund einer Eriiohung der Frodulction von IgE zu 
allergischen Reaktionen fQliren kann. Urn diese Hypothese zu uberprCifen, haben 
wir damit begonnen, die Wirkung der Verabreicliung von l\/IALF-2 auf den 
Serumgehalt von IgE zu prQfen. Wie aus Fig. 8 lieni^orgelit, fOtirt die Administration 
von IVIALP-2 uber den parenteralen (i.p.) Weg bzw. die Sciileimliaute nicht zu einer 
15 Erhohung des Serumgetialtes an IgE. Im Gegenteil, die Anwesenheit von l\^ALP-2 
sctieint sogar eine positive Wirkung auf die Steigerung des IgE-Gehaltes zu haben 
wie sie am 28. Tag nach der Impfung mit reiner ^-Galactosidase i.p. beobachtet 
wurde. 

20 Beisplel 7: MALP-2 stimullert effektlve durch T-Zellen vermlttelte 
Proliferatfonsreaktlonen, wenn es gemeinsam mit einem losllchen Anflgen 
verabrelcht wird 

Versuchsprotokoll: Unter dem Unterkiefer gelegene Lymphknoten und die IWilzen 
wurden entfernt und fQr die Analyse der Zelllmmunreaktlonen 

25 zusammengenommen. Die Zellen wurden in RFIVIi 1640, ergSnzt durch 10 % fStales 
Kalbsserum, 10 U/ml Penizillin, 50 jig/ml Streptomycin, 5 x 10"® M 2- 
Mercaptoethanol und 1 mlVI L-Giutamin (GIBGO BRL, Karlsruhe, Deutschland) 
vermehrt und bei ST'^C in einer feuchten Atmosphare mit 5 % CO2 aufbewahrt. Die 
Suspensionen aus Lymphknoten- und Milzzellen wurden auf 5x10® Zellen/ml im 

30 vollstandigen Medium eingestellt, in eine flachbodige l\4ikrotiterplatte mit 96 Mulden 
(Nunc) mit 100 jii/IVIulde ausgebracht, und die Flatten wurden vier Tage lang in 
Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen loslicher B-Galactosidase inkubiert. 
Jede Konzentration wurde in Dreiergruppeh gepruft. Wahrend der letzten 18 
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Stunden der Inkubierung wurde jeder Mulde 1 jiCI pH]Thymidin (Amersham 
International, Freiburg, Deutschland) zugefugt, AnschllelSend wurden die Zellen auf 
Filterpapier (Flltermat A; Wallac, Freiburg, Deutschland) unter Verwendung eines 
Zellemters (Inotech, Wohlen, Schweiz) geerntet und die IVIenge des eingebetteten 
5 pH]Thyniidins in die DNS der vermefirten Zellen wurde mit Hilfe eines y- 
Scintillationszalilers (Wallac 1450, MIcro-Trilux) bestimmt. Die Ergebnisse wurden 
als das aritlimetische Mittel der Aufnahme von pH]Thyrhidin in cpm dargestellt. 



Die Immunreaktionen von T-Zellen wurden am 31. Tag untersucht, Indem die 

10 Vermeiirung der Zellen, welclie aus regionalen Lymphkonten und Milzen nacli der 
in vitro Re-Stimulierung mIt (i-Galactosidase gewonnen wurden, bestimmt wurde. 
Die Milzzelien von Tieren, welciie mit reiner B-Galactosldase l.p. geimpft worden 
waren, wurden als positive Kontroligruppe venA^endet und zeigten eine signifikante 
Vemnehrungsreaktion im Vergleich zur nichtimmunislerten Gruppe (Fig. 9A). Eine 

15 weitere Steigerung der Proliferation wurde bei Milzzelien festgestellt, welche von 
Tferen stammten. die eine Co-lnjektlon von MALP-2 und Antigen erhalten hatten (p 
< 0,05). Wdhrend die i.n. Administration von reiner &-Galactosldase keine 
nachweisbare Zellvermehrung liervomef, fuhrte die Mitverabreichung von MALP-2 
zu einer effektlven Proliferationsantwort sowohl bel regionalen (Lymphknotenzellen) 

20 als auch bel systemlschen (Milzzelien) (Fig. 9B und C). Bemerkenswert ist, dass die 
stSrkste T-Zell-Proliferation bei den Milzzelien von Mausen beobachtet wurde, bel 
denen MALP-2 und Q-Galactosldase I.n. applizlert worden waren (Fig. 93). In alien 
Fallen wurde eine deutlich doslsabhanglge Wirkung durch die Erhdhung der 
Gaiactosidase-Konzentration wShrend der Re-Stimulierung festgestellt (5, 10, 20 

25 |ig/ml). Letztlich fOhrte die Venvendung von MALP-2 (0.5 \xg) als Adjuvans zu eIner 
statistiscfi signifikanten (p < 0,05) Steigerung der T-Zellenvermehrung im Vergleichi 
zur i.n. Immunislerung mit (10 pig) plus li-Galactosidase (Fig. 8S). 
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Belsplei 8: Analyse von T-Helferniustern hervorgerufen durch die Verwendung 
von MALP-2 als Adjuvans . 

Versuchsprotokoll: Nunc-lmmuno MaxiSorp Testplatten mit 96 Mulden (Nunc, 
Roskilde, Danemark) wurden beschichtet mit 100 jil R-Galactosidase (Boehringer, 
5 Mannheim, Deutschland) bei 5 ^ig/ml in 0.05 M Karbonatpuffer (pH 8.2) pro IVIulde. 
Es wurden serielle ZweifachverdGnnungen von Serum oder SpQIfiQssIgkeit In PBS 
mit 1 % BSA und 0,05 % Tween 20 hinzugefugt (100 jai/IVIulde), und die Flatten 
wurden 2 Stunden lang bei 37 ^^C inkubiert. Nach dem SpQIen wurde blotin- 
konjugiertes Ratten-Antimaus-lgG1, -lgG2a, -lgG2b, bezlehungsweise -lgG3 

10 (Piiarmingen, Hamburg, Deutschland) zugefugt, um die ig-Unterklassen zu 
bestimmen. Die Flatten wurden eine weitere Stunde lang bei 37**C Inkubiert. Nach 
vierfachem SpDIen wurden den Zellen 100 jil peroxidase-konjugierten Streptavidins 
(Fharmingen) zugefugt. und die Flatten wurden 30 IVllnuten lang bel 37 **C Inkubiert. 
Nach vierfachem SpQIen wurden die Reaktionen mit ABTS In 0.1 M 

15 Zitratphosphatpuffer (pH 4.35), welcher 0,01 % H2O2 enthlelt, entwickelt Um die 
Konzentratlon der IgG-Unterklassen im Serum zu bestimmen, wurden 
Standardkurven erzeugt, Indem die Mulden mit einem Isotyp-spezifischen Ziegen- 
Antlmaus-IgG beschichtet und dann mit gereinlgten Maus-lgGI, '•lgG2a, -lgG2b 
bezlehungsweise -lgG3-Antlk0rpern (Dianova, Hamburg, Deutschland) inkubiert 

20 wurden. 

FIQssigkeitsQberstande von Kulturen sich vermehrender Zellen wurden an den 
Tagen 2 und 4 entnommen und bel -70 '^C aufbewahrt. Die Bestimmung von IFN-^ 
IL-2, lL-4, und IL-10 wurde mittels ELISA ausgefQhrt, wobei kommerzielle Antikorper 

25 von Fharmingen gemali den Herstelleranweisungen verwendet wurden. Kurz 
gesagt, wurden IVIikrotiterplatten mit 96 Mulden uber Nacht mit gereinigtem Ratten- 
Antimaus-IFN-Y, anti-IL-2, anti-lL-4 bezlehungsweise anti-IL-10 mAbs (Fharmingen) 
bei 4 °C beschichtet. Nach drei Spulungen wurden die Flatten blockiert und die 
FliissigkeitsGberstande wurden in die Mulden gegeben. FGr jedes Zytokin wurde 

30 eine Standardkurve erzeugt, indem die entsprechenden rekombinanten 
Nagetierzytokine (Fharmingen) verwendet wurden. Die Flatten wurden bei 
Zimmertemperatur weitere 4 Stunden lang Inkubiert. Nach dem SpQIen wurde 
biotinyliertes Ratten-Antimaus-IFN-y IL-2, IL-4 bezlehungsweise -IL-10 mAbs 
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(Pharmlngen) in die Mulden gegeben und die Flatten wurden eine Stunde lang be! 
Zimmertemperatur Inkubiert. Nach sechsfachem SpQIen wurde Streptavldin- 
Peroxidase-Konjugat zugefQgt und die Flatten wurden 30 IVIInuten lang bel 
Zimmertemperatur inlcubiert Danacli wurden die Flatten wie oben besclirleben mit 
5 ABTS entwickelt. 

Zuerst wurde die Unterkiassenverteilung des (i-Galactosidase-spezifischen IgG, 
welches im Serum der immunisierten Mause vorhanden war. Wie In Tabelle 1 
dargestellt, war der Haupttyp der U-Galactosidase-spezifischen Igi-lsotypen lgG1, 

10 unabhSngig vom Immunisierungsprotokoll. Dieses dominante Tli2-Reaktlonsmuster 
war schon nach der ersten Impfdosis erkennbar und bleib wShrend der folgenden 
Booster erhalten. lgG1 war der einzige Isotyp, welcher bei der Verabreichung reiner 
B-Galactosidase festgestellt wurde, wShrend die Co-Administration mit CTB oder 
MALP-2 zur Feststellung weiterer B-Galactosidase-spezifisclier Isotypen, namlicli 

15 lgG2a (Typ Th1). lgG2b (Typ Th2) und lgG3 (Typ Thi) fuhrte. Trotzdem blleb das 
Verhaltnis von JgG1/2a (Fig. 10), lgG1/2b beziehungsweise lgGI/3 grfilSer als 100. 

Tabelle 1. li-Galactosldase-spezlfisolie IgG-Isotypen Im Serum immunisierter 
MSuse' 

Immunisierungsgr IgGI lgG2a lgG2b |gG3 

uppe 



R-gal (i.n.) 22,6 +/- 21,3 0,7 +/- 0,5 0,3 +/- 0,1 0,6 +/- 0,0 

R-gal + MALP-2 6439,0+7-1 776. 20,8 +/- 5.4 43,3 +/- 18,9 2.4 +/- O.'s 
(I.n.) 

R-gal + CTB (i.n.) 4108,3 +/-1 437, 31,9 +/- 9,5 49,2 +7- 17,3 2,4 +7- 0,6 

R-gai(i.p.) 191,5 +7-132,1 0,1 +7- 0,0 0,5 +7- 0,1 0,6 +7- 0.0 

S-gai + MALF-2 2829.7 +7-1 11 9,* 10.0 +7- 2.8 15,8 +7- 6,2 2.3 +7- 0 6 
(i.p.) 

Kontroiigruppe 0.4 +7- 0.0 0.23 +/- 0,0 0,1 +7- 0,0 0.4 +7- 0 ,0 

20 ' Die Ergebnisse sind als das MIttel (pg7ml) ± SEM dargestellt (5 MSuse pro Gruppe) 

Um die Art der Tli-Reaktion, welche durch die immunisierung hervorgerufen wurde, 
weiter zu ciiarakterisleren, wurde der Gehalt an IFN-y, IL-2, iL-4 und IL-10 In den 
FIGsslgkeitsQberstanden von in vitro stimulierten Milzzelien gemessen (Fig. 1 1A). Es 
25 wurde festgestellt, dass von diesen vier Zytokinen IL-10 am starksten vertreten war. 
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was darauf hinwelst, dass ein Th2-Antwortmuster erzeugt worden war. Der Gehalt 
an IL-10 war bei Mausen, welche mit MALP-2 i.n. Immunlslert worden waren, 
signifikant hoher, als bei der Kontrollgruppe (2,2 ng/ml im Vergleich zu 0,009 ng/ml, 
p < 0,005) und auch Im Vergleich zu Tleren, bei denen CTB als 
5 Schleimhautadjuvans verwendet worden war (0,6 ng/ml, p < 0,05). Das beobaclitete 
Antwortmuster mit einem dominanten Zytokin vom Typ Th2 stimmte mit der 
Feststellung von (l-Galactosidase-spezifischem lgG1 bei denselben Tleren Qberein 
(Fig. 10). Tatsachlich stimmt die starke Stimulierung der IL-10-Sekretion mit der 
Rolle uberrein, welche dieses Zytokin bei der Hemmung der Zytoklnsynthese durch 
10 Thi-Zellen , der Verbesserung der B-Zellenvermehrung und der Stimulierung der 
IgA-Produktion spielt. 

Trotz der Tatsache, dass In den Zellkulturmedien von Zellen, die aus regionalen 
Lymphknoten gewonnen wurden, geringere absolute Werte der 

15 Zytokinkonzentration festgestellt wurden, glich das allgemeine IVluster dem fur die 
Milzzellkulturen festgestellten (Fig. 10).Jnteressant ist, dass zwar die Ausscheidung 
von IL-10 und IL-4 auch in den Zellen von Mausen stimuliert wurde, die mit reiner IS- 
Galactosidase i.p. immunisiert worden waren, die Thi-Zytokine IL-2 und IFN-y aber 
unter der Nachwelsgrenze blieben. Im Gegensatz dazu wurden IL-2 und IFN-y auch 

20 bei den I\/iausen festgestellt, welche das Antigen gemischt mit CTB oder I\/1ALP-2 
erhalten hatten (Fig. 10). Diese Ergebnisse stimmen Qberein mit den festgestellten 
IgG-Isotypmustern (Tabelle 1) und bestatigen, dass zwar Th2-Reaktionstypen 
vorherrschen, aber MALP-Z auch die Stimulierung von Thi -Zellen unterstutzt 

25 Belspiel 9: Orale Immunisierung mit dem Modellantlgen R-Galactosidase unter 
Verwendung von IVIALP-2 als Schleimhautadjuvans. 

Es wurden sechs bis acht Wochen alte weibliche BALB/c (H-2d)- Mause von Harlan 
Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland) eingekauft und entsprechend lokaler 
30 Richtlinien und Richtlinien der europaischen Gemeinschaft behandelt. Gruppen von 
je 5 Mausen wurden an Tagen 1, 14, 21 und 31 mit 100 jig p-gal (Boehringer, 
Mannheim, Deutschland) entweder alleine oder mit 2 pg synthetischem MALP-2 als 
Adjuvans auf oralem Wege (Dosis 25 jil) immunisiert. An Tag 45 wurden 
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Semmproben genommen und bei - 20 °C bis zur Bestlmmung p-gal-spezifischer 
Antikdrper gelagert. 96-muIdlge Nunc-Immuno MaxISorp® Testplatten (Nunc, 
Roskilde, DSnemark) wurden beschichtet mit 100 jil p-gal zu 5 ng/ml in 0,05 M 
Carbonatpuffer (pH 8,2) pro Mulde. Es wurden serielle zweifache VerdUnnungen der 
5 Seren Oder Lavagen in PBS mit 1 % BSA und 0,05 % Tween 20 zugegeben (100 
ni/IVIuIde). und die Piatten wurden 2 Stunden bei 37 "C inkubiert Nacli dem 
Wasciien wurde biotlnyliertes y-Ketten-spezifisches Ziege-anti-IVIaus IgG (Sigma 
Cliemie, Deisenliofen, Deutscliland) zugegeben, und die Piatten Wurden eine 
weltere Stunde bei 37 »C inkubiert. Nach viermallgem Wasclien wurde den Zellen 

10 100 nl peroxidasekonjugiertes Streptavidin (Phanningen) zugegeben, und die 
Piatten wurden 30 iVIinuten bei 37 "C Inkubiert. Nach vier WaschvorgSngen wurden 
Reaktlonen mit ABTS In 0,1 M CItrat-Phosphat-Puffer (pH 4,35), der 0.01 % H2O2 
enOiielt, entwickelt. Die Endwert-Tlter wurden als die rezlpnaken logliaritlimlschen 
ioga-Werte der letzten VerdQnnung ausgedrtlckt, was nach 30 Minuten inkubleren 

15 eine optlsche DIchte bei 405 nm von 0,1 Elnheiten Qber den Werten der 
Negatlvkontrollen ergab. Immunantworten gegen p-gal wurden nur bei Tieren 
beobachtet, die mit MALP-2 als Schlelmhautadjuvans Immunislert bzw. gelmpft 
worden waren (slehe Fig. 12). 

20 Es 1st zu erwarten, dass auch bei unterschiedlichen Doslemngen Immunreaktionen 
sowohl in den KSrperflQssigkeiten als auch In den Zellen hervorgerufen warden, 
welche wirksamer sind, als die von der aileinigen Verabreichung des Antigens 
hervorgerufenen. DarQber hinaus sind antlgenspezifische Schieimhautreaktionen 
zumindest lokal in den Darmen (d.h. das Vorhandensein von antigenspezifischem 

25 sekretorischen IgA in DarmausspQIungen) festzusteiien. Aullerdem ist zu erwarten, 
dass sekretorische Reaktlonen in entfernten SchieimhSuten festgestellt werden 
konnen. 
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PatentansprOche: 

1. Verwendung eines Lipopeptlds oder Lipoproteins der Struklur (i) 

O-CO-R2 

I 

CH2-X-CH2-CH*-CH2-0-CO-Ri (i) 
R3R4N-CH-CO-Y-COOH, 

wobei 

Ri und R2, die gleich oder voneinander verschleden sein k6nnen, fQr 
Alkyl. Cy^Alkenyl oder Cy^AIkinyl. 
X fQr S, Coder CHg. 

R3 und R4 unabhSngig voneinander filr H oder Methyl und 
Y fQr eine aus 1 bis 25, vorzugsweise 12 bis 25 AmlnosSureresten bestehende 
physlologlsch vertragllche und in der venvendeten Spezies nicht per se 
immunogene AminosSuresequenz stehen, 

und das mit * marklerte asymmetrlsche Kohlenstoffatom gemSli der Regel von 
Cahn-lngold-Prelog die absolute R-Konfiguration hat. wenn X = S (Schwefel) 
ist, 

als Mukosal-Adjuvans bei therapeutischer oder prophylaktischer Vakzlnierung Qber 
die Schleimhaute. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Aminosauresequenz Y vorzugsweise ausgewShlt tst aus. 

a) GQTNT 

b) SKKKK 

c) GNNDESNISFKEK 

d) GQTDNNSSQSAAPGSGTTNT, 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Lipoprotein oder Lipopeptid gemaiS Struktur (i) ein S-[2,3-BispalmitoyIoxy-(2R)- 
propyl] cysteinyl-peptid 1st, wobei das Peptid eine aus 1 bis 25 Amlnosgureresten 



wo 03/084568 



PCT/EP03/03497 



- 32 - 

bestehende physiologisch vertrSgliche, in der verwendeten Spezies vorzugsweise 
nicht immunogene Aminos3uresequenz ist. 

4. Verwendung nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeiclinet, dass 
das Mucosal-Adjuvans in elner Zubereitung mit der eigentlicinen Vakzin- 
Komponente vorliegt, die fQr intranasale, intra-NALT, aerosoliert orale, intrarel<tale, 
conjunctivale, Intravaginale oder intrauretlirale AppIII<ation oder eine Applilcation in 
die IVIilchg§nge der weibiiciien Brust vorgesehen ist. 

5. Verwendung nacli einem der AnsprOciie 1 bis 3, dadurcti gel^ennzeiclinet, dass 
das l\/Iucosal-Adjuvans in einem Kit fQr die Co-Applil<ation mit einem Val<zin in die 
IViilctigange der weibiiciien Brust, auf intranasalem, intra-NALT, aersolisiert oraiem, 
intrarelctalem, conjunctivalem, intravaginaiem oder intrauretliraiem Wege vorliegt. 

6. Venwendung eines Lipopeptids oder Lipoproteins der ailgemeinen Strulctur (i) 

O-CO-R2 
I 

CH2-X-CH2-CH*-CH2-0-CO-R, (i) 
R3F?4N-CH-CO-Y-COOH, 

wobei 

Ri und Rj, die glelcli oder voneinander verscliieden sein i<6nnen, fQr C7.25- 
AH<yl, C7.2rAII<enyl oder Cj^-Ail^inyl, 
XfOrS, OoderCHa. 

R3 und R4 unabiiangig voneinander fur H oder IVIetiiyi und 

Y fUr eine aus 1 bis 25 Aminosaureresten, vorzugsweise 12 bis 25 

AminosSureresten, bestehende phiysioiogiscii vertragiiclie und in der 

verwendeten Spezies niclit per se immunogene AminosSuresequenz stehen, 

und das mit * marl<ierte asymmetrisclie Kolilenstoffatom gemafJ der Regel von 

Cahn-Ingold-Preiog die absolute R-Konfiguration hat, wenn X = S (Schwefel) 

ist, 



wo 03/084568 



PCTyEP03/03497 



-33- 

ausgenommeh eines S-(2,3-DiacyIoxypropyl)cystein-peptids der Sequenz 
DhcGNNDESNISFKEK, wobei N-terminal die Amlnos§uren an Posltlonen 2 und 
gegebenenfalls 3 fehlen und/oder C-terminal 1 bis 2 AmlnosSuren deletiert sein 
kOnnen, 

als Adjuvans bel einer nicht mukosalen Vakzlnierung. 

7. Verwendung nach einem der Ansprflche 1 bis 6, dadurch gekennzelclinet, dass 
das Lipopeptid Oder Lipoprotein in einer Zubereitung mit wenigstens einem welteren 
Adjuvans und/oder Antigen vorliegt. 

8. Verwendung nacii einem der AnsprQciie 1 bis 7, dadurcli gekennzelchnet, dass 
das Lipopeptid Oder Lipoprotein mit einem pliysikalisciien oder biologischen Trager 
assoziiert oder verbunden ist. 

9. Verwendung nacli einem der AnsprQclie 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Lipopeptid oder Lipoprotein mit ein oder melireren entzundungsliemmenden, 
anti-angiogenen, oytotoxisciien oder immunmodulatorisclien Stoffen oder Liganden 
Oder mit Antik6rpem gemeinsam verabreiclit wird oder in einer Zubereitung mit 
diesen voriiegt. 

10. Venwendung nacli einem der Anspruciie 1 bis 9, dadurcli gekennzelclinet, dass 
das Lipopeptid oder Lipoprotein In einer Zubereitung vorliegt, die weitere Zusatz- 
und Hllfsstoffe, insbesondere Konservlerungsstoffe oder Stabllisatoren enthait. 

11. Verwendung nacli einem der AnsprQche 1 bis 10, dadurcli gekennzeichnet, 
dass das Vakzin, das durch das Adjuvans begleltet wIrd, In Form von Peptiden, 
Proteinen, DNA, Polysaccharlden, Glycolipiden oder Glykoproteinen. 
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Expression speziflscher Marker durch aus Knochenmark 
gewonnenen murfnen DCanach Stimulation mit MALP-2 oder LPS 
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P*galactosidspezifische Serum IgG Reaktion sfimuliert 
durch Verwendung von MALP-2 als Adjuvans 
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> Serum IgG Reakilon sQmuliert 
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p-gaIaclosidasesp.ezifische proliferative Reaktionen stlmuliert 
durch Verwendung von MALP-2 als Adjuvans 
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Fig. 6 
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Bestimmung des Serum IgE befTleren, die unter Verwendung 
von MALP-2 als Acfjuvans Immunislert wurefen 
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□ Verglelch lgG1/IgG2a 
■ Verglelch rL-10/IL-2 
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Fig, 11 
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Fig. 12 
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lationales Aktenzeichen 

PCT/EP 03/03497 



Feld I Bemerkungen ru den Anspruchen. die sioh als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt i 



GemSB Artlkel 17(2)a) wurcfe aus fdgenden QrOnden fflr bestlmmte AnsprOche keln Rechsrchenbericht eretellt 
1. I X I AnsprOche Nr. 

weil sie sioh auf GegenstSnde beziehen, zu deren Recherche die Beheide nicht veipfllchtet ist. namlich 

Obwohl die AnsprOche 1-11 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grundete sich auf die angefOhrten Wlrkungen der Verbindung/Zusamraensetzung 



AnsprOche Nr. 



well sie sich auf Telle der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenia entsorechen 
daB eme sinnvoUe Internationale Recherche nicht durchgefiihrt wenJen karm, n&nlich ^ entsprecnen. 



3. I I AnsprOche Nr. 

well es sich dabal urn abhanglge AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Bnheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die IntemaUonale Recherchenbehdrde hatfeslgestellt. daB diese Internationale Anmeldung mehrerB Erfindungen enthait 



■ LU •^S.Sf ertorderfl^en zusStzIlchen RecherchengebOhren rechlzeilig enlrlchtef hat. erstreckt elch dieser 

« — » Internationale Recherchenberichl auf alle lecherchlerbaren AnsprOche. ^ « sen aieser 

2- U} Sfca'iiiSllLl^l'fllK*^^^^ Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte. der eine 

I— ' zusatzliche RecherchengebOhrgerechtfertigt hStte. hat die Behdrde nicht zur Zahlung eirSrsolchen GebOhr airfbeforteit 



IZl i^emIi£!iTio^^^^ erstreckt sich dieser 

!SSl^roSl2Nr nur auf die AnsprOche, fOr die GebOhren entrichtet wortien sind. namlich auf die 



4- CU 5fi„torf^ii* t*" ^a^^e erforderii^en zusatzllchen RecherchengebOhren nicht rechtzeltig entrichtet Der Internaf onal© Recher- 
^^enbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst envahnte Erfindung; dIese ist In folgenden rnsprOchen e^^ 



Bemerkungen hinslchtllch eines WIderspruchs Q Die zusatzllchen GebOhren warden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit 

I I D'eZahlungzusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspmch. 
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